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摘 要 
蛋白分子之间的相互作用在生命体中是普遍存在的，而蛋白或多肽分子通过
相互作用形成的聚体是其行使相应功能的基础。聚体的形式可以是寡聚体，也可
以是多聚体，而病毒粒子或类病毒颗粒则是蛋白聚体的高级表现形式；寡聚体形
成的过程中都伴随着化学键的相互作用，主要由一种起主要作用或者是几种化学
键共同起作用。病毒粒子或者是类病毒颗粒则是以一定的组装元件为基础，通过
分子间的相互作用有序组装而成。人们通过研究蛋白分子之间的相互作用发现，
一些多肽在体外适宜的环境条件下可以进行自我组装，形成具有一定结构和功能
的纳米材料，随着对此研究的深入，这种自组装纳米材料已经越来越广泛地被应
用到抗菌物质研发、组织修复工程、基因或药物的投递、生物矿化、膜蛋白的稳
定等领域。作为蛋白自组装高级形式的病毒或类病毒颗粒，它们所呈现出的完美
的空间结构更加体现出了蛋白或多肽自组装的有序化及可控性。 
本文所述的聚合多肽，正是基于近年来对戊型肝炎病毒衣壳蛋白空间结构及
戊型肝炎病毒类病毒颗粒组装途径的深入研究所提出的。通过尝试此多肽对流感
膜蛋白 HA1 全长及不同结构域，并且通过不同的方式进行融合，对融合蛋白的
性质考察后分析，发现将目的蛋白融合于聚合多肽的 N 端时，借助分子筛及透
射电镜进行观察，融合蛋白呈现出了比较均一的颗粒化形式，而将目的多肽融合
于聚合多肽的 C 端时，融合蛋白在免疫印迹和酶联免疫吸附的实验中都保持了
对特异性单抗的反应活性，并且通过小鼠免疫实验可知，目的蛋白的免疫原性也
有一定程度的提高。 
以 HA1 作为模式蛋白对聚合多肽的促颗粒化核心区域进行了探索， 终通
过分子筛和透射电镜的分析可以得出，聚合多肽的 C 端 少可以截短到 435 位
氨基酸。 
为了充分验证聚合多肽的聚合作用，我们尝试了其它的目标蛋白，如
HIV-1-gp41、HIV-1-gp120、HIV-1-p24、HBV-HBsAg 及 HPV16-L2C50 蛋白，对
融合蛋白的性质进行分析发现，在聚合多肽的作用下目标蛋白形成了一定的聚集
体或者是颗粒化形式，并且目标蛋白的免疫原性有一定的提高。 
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通过多种目标蛋白的尝试也证实了聚合多肽对靶蛋白的长度是没有要求的。 
聚集体或颗粒能够更好地刺激免疫系统引起更有效的免疫应答，而聚合多肽
能够使目的蛋白发生聚合形成具有一定形态的聚集体或颗粒，从而为疫苗的研发
提供新的技术平台，并且颗粒化的蛋白还可以用于诊断信号的放大及纳米颗粒的
制备。 
 
关 键 词：聚合多肽；聚合；自组装；聚集体；颗粒
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Abstract 
Protein-Protein interaction is common in the life,the polymer formed by protein 
or peptide interaction is the basis for exercising the corresponding function. Protein or 
peptide interaction can form oligomers,polymers and virus particles or virus like 
particle is the most advanced pattern. Oligomers formation process often is 
accompanied by the interaction of chemical bonds,usually one of which plays an 
important role in the process,or several kinds of these bonds work together.Virus 
particles or virus like particles assemblling often is based on the assembly key 
components by intermolecular interction orderly.Researchers found that some 
peptides can self-assemble to form nano-materials with a certain structure and 
function in vitro suitable environmental condition.With deep researching to this 
peptide,this sellf-assemblly nanomaterials becomes more widely applied to the 
antimicrobial substances’ research ， tissue repair engineering,gene or drugs 
delivery,biomineralization,the stability of membrane protein and other fields.Virus 
particles or virus like particles(VLP) ,as the advanced form of protein 
self-assembly,their perfect space structure reflect that the protein or peptide 
self-assembling is ordered and controlled.  
Multimerization-Inducing Peptide(MIP) described in this article is based on deep 
research to the spatial structure of HEV capsid protein and the assembly mechanism 
of HEVlp.We try to fuse Influenza membrane HA1 full-length and different domain 
using different fusion model.After analyzing the properties of fusion protein,we found 
that if the target protein was fused at the N terminal,the fusion protein formed uniform 
particle by Molecular gel chromatography and Transmission electron microscopy,but 
if the target protein was fused at the C terminal,the fusion protein retain good 
reactivity with specific monoclonal antibody by Western blotting and ELISA,and 
immunogenicity of target protein was improved to some extent by immuning Balb/c 
mouse.  
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We explore the promoting granulation core area of MIP using HA1 as the model 
protein,and ultimately we found that C terminal of MIP can be truncated to 435 amine 
acid at least after analyzing the property of fusion protein using Molecular gel 
chromatography and Transmission electron microscopy. 
In order to fully verify the polymerization of MIP,we try to fuse other target 
protein such as HIV-1-gp41 、 HIV-1-gp120 、 HIV-1-p24 、 HBV-HbsAg and 
HPV16-L2C50.We analyzed the property of fusion protein and found the target 
protein formed aggregates and particles with the polymerization of MIP,and 
immunogenicity of target protein was improved. 
After a variety of target protein being tried,we can confirm that the length of the 
target protein is not required for this aggregation peptide. 
Aggregation or particles can be better able to stimulate the immune system and 
cause more effective response.MIP can make the target protein form aggregation or 
particles with a certain form,so it provide a new technologic platform for vaccine’s 
research and development,in addition aggregation or particles can be used in 
diagnostic signal amplification and nanoparticles. 
 
Key words：Multimerization-Inducing Peptide;Aggregation;Self-assembly;Aggregate;  
Particle
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第一章 前 言 
分子相互聚合或自组装是一种普遍存在于生命体系中的现象, 是生命科学
本质的内容之一。多肽或蛋白质作为生命活动的体现者，单个多肽或蛋白质并
不是独立的行使功能，它们通常通过自组装或与其他蛋白质相互作用发生聚合形
成一定的聚合体，在特定的时间和空间内完成特定的功能，而且有些蛋白质的功
能只有在聚合体形成后才能发挥出来，如存在于机体内的激素、机体免疫系统中
的抗体及存在于病毒颗粒组装的中间体等，只有形成一定的聚体并且具有了一定
的构象后才能行使特定的功能；而蛋白质相互作用的高级形式—天然病毒粒子或
类病毒颗粒，则更是这种相互作用的经典；另外，人们通过对天然蛋白的研究发
现具有某些特殊结构特点的多肽具有自组装功能，在体外经过一定的修饰后可以
自组装形成可以执行特定功能的多肽自聚合纳米材料。所有的这些多肽或蛋白质
通过自聚合或组装而形成的聚合物无论是对于细胞、病毒或有机体本身还是应用
于体外诊断、基因或疫苗载体、组织工程、药物缓释等领域都有着广阔的前景。 
1、多肽或蛋白分子聚合的寡聚形式 
在天然病毒粒子的表面，在菌体内部，在人体中，都存在着各种形式的蛋白
或多肽的寡聚形式，它们或作为控制病毒粒子组装的关键元件或中间体，或作为
菌体氧化还原系统的重要组分，或作为人体免疫系统中不可缺少的组分，而不同
形式的聚体是它们行使正常功能的基础，而在这些聚体的形成过程中不同的化学
作用力起到了非常关键的作用，下面分别举例阐述。 
1.1 通过疏水相互作用形成的寡聚体--戊型肝炎病毒（HEV）衣壳蛋白 P2 结构域
的二聚体形式 
Li等[1]在大肠杆菌中表达了戊型肝炎病毒(HEV) ORF2的aa394～aa604片段,
得到的重组蛋白 NE2，在 SDS-PAGE 中主要以可被尿素解聚的二聚体形式存在,
对 NE2 进行后续的研究发现，当其 N 端被截断后得到重组蛋白 E2s，在溶液中
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依然以二聚体的形式存在，并且得到了高分辨率的晶体结构[2],进一步通过点突变
实验证实了 E2s 是主要的中和抗体识别区域，同时也是病毒与宿主细胞相互作用
的结构基础。其二聚体结构如下图所示： 
 
图 1 E2s 二聚体及 E2s 二聚体相互作用界面的关键氨基酸残基[2] 
Fig.1 Close-up view of the E2s dimer interface and Key residues involved in the 
dimerization are labeled 
为了研究聚体之间的相互作用，Li 等[3]进行了肽段系列缺失和定点突变等实
验,得出以下结论: NE2 重要天然中和表位的形成依赖于多聚体的形成,其 C 端疏
水区为单体发生同源聚合所必需的,关键区域为 aa597-602(VAVALA) ,是分子疏
水聚合的作用域;而 NE2 重组蛋白的 N 端至少 65 个氨基酸(aa394-458) ,不参与同
源聚合作用的发生,也不直接参与主要天然中和表位的形成,但可作为环境氨基酸
而协助中和表位构象的形成。E2 片段在 SDS-PAGE 中的二聚化现象以及其较单
体形式更好的血清反应性提示其可能与 HEV 子粒的基本结构具有较大的相似
性；对昆虫细胞表达的HEV类病毒颗粒的研究提示HEV衣壳的基本形态单位(子
粒)是在 ORF2 的同源二聚体基础上形成的[4]。 
1.2 基于氢键网络形成的寡聚体--黄素结合蛋白 RV1498A 的十二聚体 
生物体内主要有三种形式的黄素：核黄素（riboflavin）、黄素单核苷酸
（FMN）、黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）。其中核黄素即维生素 B2 是黄素生物合
成的基础，FMN 和 FAD 是 主要的辅基，是构成生物体内氧化还原过程所必
需的黄素辅酶的主要活性基团，能以自由或共轭形式广泛分布在人体组织器官
中。FMN 和 FAD 参与生物体内一系列生物氧化还原反应，除在呼吸链能量产生
过程中发挥其重要作用外，还参与如 NAD(P)H、脂类、氨基酸的脱氢反应，胺
氧化成亚胺的反应，二硫键的形成与断裂，芳香族底物的羟基化作用以及分子氧
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的活化等。黄素还能激活维生素 B6，参与色氨酸转化为尼克酸，且与体内铁的
吸收、储存和运输有关。黄素不仅可以接收与传递电子参与氧化还原反应，而且
具有一些光物理和光化学性质，也是一类重要的光敏化剂[5-6]。 
黄素蛋白（flavoprotein）是以黄素核苷酸作为辅基的蛋白质，存在于所有细
胞中，起氧化还原酶的作用，或者在电子传递链中作为电子载体。结合的辅基可
以是 FAD 或 FMN，它们是维生素 B2 的衍生物，每个辅基能够接受和提供两个
质子和电子。多数黄素蛋白参与呼吸链组成，与电子转移有关，如 NADH 脱氢
酶以 FMN 为辅基，是呼吸链的组分之一，介于 NADH 与其它电子传递体之间；
黄素蛋白在机体内也担负着结合或运送黄素的功能[7]。 
Dodecin 是 Bieger 等[8]于 2003 年在极端微生物 Halobacterium salinarum 中
先发现的一类黄素结合蛋白，并且也是迄今为止发现的 小的一类黄素结合蛋
白，只有 68 个氨基酸残基。Dodecin 的命名来自其十二聚体（dodecamer）的高
级结构及其结合黄素的功能。Dodecin 单体的二级结构由 1 个 α螺旋和 3 个 β折
叠（βαββ）组成，通过单体间 β2 的局部相互作用形成三聚体，4 个三聚体通过 β1
氨基酸的局部相互作用 终形成中空的球状十二聚体结构。Dodecin 是一类新的
黄素结合蛋白家族，通过蛋白序列比对，在其它很多细菌的基因中也有发现同源
蛋白，在细菌中蛋白之间的同源性为 53%，在古生菌中蛋白序列的同源性为
40%[9]，研究发现 Dodecin 在古生菌和细菌中具有不同的作用[10]。至 07 年 7 月
止，所有全基因组细菌中有 16%（84/520）含有 dodecin 的编码基因。研究发现
在结核分枝杆菌基因组中也发现 dodecin 的同源蛋白，编码基因为 Rv1498A，它
同样也形成了十二聚体的结构。 
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图 2 H.salinarum dodecin 的结构与 Rv1498A 十二聚体结构[8,11] 
Fig.2 Overall structure of the H. salinarum dodecin and the stereo view of Rv1498A 
dodecamer 
Rv1498A 蛋白的十二聚体是以一个四面体的形式存在的，每个面上由三个
单体构成，该三聚体通过分子间反向平行的 β2 氨基酸残基形成 4 组氢键
（D38-H48、F40-G47、E41-R46、V42-I45），并通过 α螺旋中的 V19 和 D20 形
成另外一组氢键。3 个单体主要通过这 5 组氢键，如同拉链一般两两紧密结合在
一起。四面体不同面之间也存在分子间的氢键作用，其中 4 组氢键通过单体之
间反向平行的 β1 氨基酸残基形成（H4-T14、Y6-V12、V8-E10、R7-R7），M1
和 β3 的 H56 之间也可以形成氢键。另外，在四面体的两个面之间也能够通过 E41
和 R46 产生相互作用。各种氢键在 Rv1498A 的十二聚体结构中形成一个强大的
氢键网络，极大的稳定了蛋白的结构。并且各个氢键之间的键能基本上相差不大，
个别氨基酸的突变很难影响十二聚体的结构稳定性。 
Rv1498A 蛋白 2 个单体间存在 3 组盐键：Glu10-Lys62、Arg29-Asp69 和
Glu41-Arg46，分子间强大的盐键网络也极大地保证了蛋白的稳定性。 
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